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Abstract 



Chemically defined conjugates of biologically stable polymers, such as copolymers of D-glutamic acid and 
D-lysine. and polynucleotide duplexes of at least 20 base pairs that have significant binding activity for 
human lupus anti-dsDNA autoantibodies. The duplexes are preferably homogeneous in length and structure 
and are bound to the polymer via reaction between an amino-reactive functional group located at or 
proximate a temninus of each duplex. These conjugates are tolerogens for human systemic lugus 
erythematosus. 
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M E M O R I A DESCRITIVA 



Descrig:£(Q 

Campo TfecnicQ 

Este invento relaciona-se com composiq;ejes para 
tratamento do lupus eritematoso sistfemico, doenpa auto-imune (SLE 
ou "lupus"), Mais parti cul armente, relaciona-se com conjugados de 
polimeros biol ogi camente estiiveis, pre*f eri velmente copollmeros do 
Sicido D-glut^mico (representado aqui pela simples designagSro 
letra '*E*') e D-lisina (representado aqui pela simples designa^Sco 
letra "K"), e certos pol i nuclefoti dos que foram encontrados como 
sendo e-ficazes para indu^cto de toler^ncia para antig^nios 
envoi vidos no SLE. Os copolimeros preferidos sSto representados 
aqui pela designa^So "D-EK". 

"Background" 

A imunotoler^ncia descreve o mecanismo que conduz A 
forma de imunosupressSCo -f requentemente permanente e de longa 



fornecimento de tal tratamento para o SLE- 

Benacerra-f Kats e as seus calegas investigaram e 
descreveram a utiliza^aca dos conjugados do D-EK com haptenos e 
v&rios antig^nios para induzir imunotoler^ncia especifica. Os 
seus estudos iniciais envolveram conjugados do hapteno sintfetico 
2> 4-dinitrof enil (DNP) em porquxnhos da india e ratos, e 
mostraram que os conjugados poderiam indusir tolercincia para o 
DNP. Estes estudos iniciais foram estendidos a outros 
haptenos/antig&nios tais como antigfenips E de tasna e 
bensilpenici loide (BPO) , Ver Patentes dos E« U. no 4.191-668 e 
4.220.565. 

A Patente 4-191.668 dos E. U. (Exemplo IV) descreve a 
prepara^cto dos conjugados do D-EK e ol igonucle6tidos isolados do 
DNA do timo de vitela purificado de DNAse. Os ol i gonuclebtidos 
foram caracterizados como sendo constituidos por "menos de 10 
nucle&tidos" • Embora a coluna 11 da Patente dos E. U. 4. 191.668 
indique que o invento deles tern valores terap#uticos para o 
tratamento da doengia auto-imune e mencione o SLE, n^o foram 
apresentados dados sobre os efeitos imunol6gicos dos conjugados 
ol igonucle&tidos do D-EK mencionados- 

Katz e OS seus colegas tambfem investigaram o potencial 
dos conjugados do nucle5sido"D-EK para induzir toler^ncia aos 
cicidos nuclei cos determinantes- Eshar e outros no J. Immunology 
(1975) 114 ; 872 - 876. Neste assunto em questSto, os nucl ec!»si dos 
individuals estSto extensamente acreditados como sendo os 
determinantes principals da especif icidade no lupus antisera. 
Eles administraram conjugados do copolimero D-EK e quatro 
ribonuclebsidos ao SJL ou rato da esp&cie Balb/c, e 



Bubsequentemente imunizaram os ratos, tratados com uns conjugados 
de (KHL) -r ibonucleosidos de hemocianina da lapa lanceteira, Em 
ambas as esp&cies, a capacidade de liga^Sco antig^nio anti- 
nuclebsido do sera foi diminuida para niveis detectAveis com 
simplicidade, Enquanto estes estudos mostraram que tais 
conjugados poderiam produzir imunotoler^ncia aos nucledsidos, 
eles n^o mostraram que tais conjugados -fossem e-fi cases no 
tratamento do SLE, 

Outros investigadores t^m estudado conjugados de 
nucle6sidos ou DNA com outros transportadores. Borel e outros 
J < Science (1973) 182 376) avaliaram a capacidade dos conjugados 
IgG-nucle6sidos do rato isog&nico para reduzir a resposta do 
anticorpo para o DNA desnaturado em animals jovens da espfecie de 
rates NZB. Esta espfecie usada como model o para alguns fendmenos 
auto-imunes. Eles tendem a produzir anticorpos para Scidos 
nucleicos determinantes que formam imunocomplexos que se alojam 
nos rins e conduzem a nefrite glomerular. Nestes estudos, os 
animals tratados produziram niveis signi-f icati vamente reduzidos 
de anticorpos DNA ant i -desnatur ados e exibiram menor nefrite 
^ glomerular membranosa do que o controlo e animals livres tratados 
com nucleftsidos, Em estudos separados, Parker e outros ( J. 
Immunol (1974) 113 ; 292) avaliaram os e-feitos do conjugado DNA 
desnaturado para a pol i -D-1 i si na e/ou ciclof osf amida na 
pragressS(o do sindroma descrito atr&s, em ratos NZB, Estes 
estudos demonstraram um aumento signif icati vo na sobrevi v^ncia e 
uma diminui$:ao signif icati va na capacidade de ligaqpao DNA para os 
animals tratados quando comparados com os control os. Nenhum 
destes estudos, no entanto, foram direccionados para produgSo de 
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toler^ncia para o .dsDNA que parecem ser os antigfenios principals 

envoi vidos no SLE humano. 

Num artigo posterior ( Ann Ny Acad Sci (1986) 475 : 296- 

306) Borel e outros sugerem que a realiza^c(o da imunoterapia 

especi-fica para o SLE tem sido impedida par "uma incapacidade 

para ligar as -fragmentos de DNA s proteinas soKiveis". Citando os 

trabalhos anteriores de Stoller (Papal ian e outros; J. Clin 

Invest (1980) 65 : 469 e Stoller e Papal ian, J, Clin Invest 

(1980) 66 s 210), OB autores re-ferem que um tamanho minimo de^ 

pelo menos, 10 - 40 pares de bases do DNA necessSrio para ligar 

o anticorpo anti-DNA produzido nos doentes de SLE. 0 artigo 

descreve conjugados imunoglobul ino-ol igonuclefetidos feitos por 

liga^cto de uma frac^Sco de DNA nativa "um pouco maior que 10 pares 

de bases" usando glutaraldeideo como agent© de liga^cCo, A Figura 

2 do artigo descreve os estudos usados para seleccionar a fracfSlo 

do DNA. Aquela Figura descreve a reactividade das v^rias frac^&es 

de DNA ligadas As c61ulas vermelhas do sangue do carneiro, via 

glutaraldeideo com anticorpos anti-DNA no sera BWF • Nestes 

1 

testes, a frac^iSto designada "70 - 80" -foi a mais reactiva. 0 
tamanho dessa -Frac^^o & descrito com sendo "um pouco maior" que a 
frac5;Sto "81 - 101" que corresponde a "cerca de 10 
oligonuclebtidos". A seguinte maior frac^iSro em rela^Sro ^ "70 - 
80", designada "40 - 69", exibiu reactividade signif icativamente 
reduzida, relativamente A -frac^Uo 70 - 80. S&rk apreciado que a 
fracfS(o *'um pouco maior que 10 pares de bases" seja heterog^nea 
no tamanho e, devido ao procedimento de liga^clo, fe ligada A 
imunoglobul ina num local ao acaso na cadeia. Alfem disso, devido 
ao agente de liga;:S(o bi-funcional ser usado, 6 provSivel que alguns 



graus da liga^iclo cruzada (cross-linking) tenham ocorrido na 

reac(j:c(o de acoplagem- Assim, o conjugado descrito neste artigo 

nc(o & uma metade de-finida quimicamente na medida em que (a) 0 

comprimento do ol igonuclebti do n^o especi f i cado, (b> a frac^Sfo 

do ol igonuclebtido cont^m cadeias de comprimento varictvel, <c) o 

local da liga^Sio A imunoglobul ina, ao longo do comprimento da 

cadeia de oligonucle6tido & aleat5rio (d) alguns graus de 

cross-l irrking, e (e> ol igonucl ebtidos nS(o conjugados mas ligados 

por cruzamento pode n2(o ser separado do material conjugado. 

Borel e outros t§m recentemente ( J. Clin Invest (1988 

82: 1901 - 1907) relatado estudos in vitro usando conjugados de 

imunoglobulina humana ligados, ou a DNA total sintetizado 

(designado N ), ou a 20 - 30 -fracs^bes de pares de bases 

10-100 

(designada N ) usando glutaraldeldeo como agente de ligacSfo. 

20-30 

Os conjugados for am relatados como exibindo propriedades 
geneticamente toler&veis in vitro em PBL's de doentes de SLE. 
Estes conjugados, no entanto, semelhantes ^quele relatado no seu 
artigo de 1986, tambfem scto produzidos com misturas heterog^neas 
de ol igonuclebtidos usando m&todos que produzem, nUo 
especif icamente, cadeias de cross-linking. A partir desta altura, 
nem a quimica nem a actividade biol6gica destes conjugados seria 
suf icientemente reproduzivel para permitir que eles sejam 
aprovadoB como f armac^uticos. 

Descoberta do invento 

Em contraste com a tfecni ca anterior, os requerentes t^m 
desenvolvido conjugados definidos quimicamente de polimeros 
biologicamente est&veis, e duplexes de polinucledtidos que s^o 



geneti camente toler^yeis para o SLE humano- Estes duplexes sSlo 
de-finidos no que diz respeito ao compr i mento, local de ligagiclo ao 
polimeroj, estrutura helicoidal, afinidade obrigatdria para os 
anticorpos anti-dsDNA do SLE humano, Consequentemente, as suas 
actividades quimica, e de toler^ncia genfetica s^o reproduziveis 
num grau que torna estes conjugados responsSiveis para controlo de 
qualidade e aprova^clo como f armac^uticos. 

Assim, urn aspecto do invento urn conjugado de urn 
pollmero biologicamente est^ivel e uma mul tipl icidade de duplexes 
polinucle6tidos de, pelo menos, cerca de 20 pares de bases cada 
uma ligada ao polimero, actividade de liga^Sfo si gni f icati va para 
OS auto-ant i cor pos anti-dsDNA do SLE humano. Numa conf igura^clo 
pre-ferida destes conjugados, os duplexes sSfo substancialmente 
homog^neos em compr i mento e scCo acoplados ao polimero em ou 
proximo (isto dentro de cerca de 5 pares de bases) de um dos 
seus finals, de tal maneira que cada duplex forma uma cadeia 
pendente, de pelo menos, cerca de 30 pares de bases, medida a 
partir do local de liga^^o do duplex ao polimero atfe ao fim livre 
da cadeia. 

Composi^&es f armac^uticas contendo estes conjugados e 

mfetodos para tratamento do SLE que empregam estes conjugados sSlo 

outros aspectos do presente invento. 
1 

Ainda outro aspecto ^ um conjugado de <a) um polimero 
biologicamente estSivel e (b) uma mul tipl icidade de duplexes 
pol inucle^tidosy cada um deles e todos ligados ao polimero por um 
grupo funcional localizado em, ou proximo do terminus de uma das 
cadeias do duplex, sendo o dito conjugado toler^vel geneticamente 
ao SLE humano. 



Urn aspecto posterior do invento ^ urn mfetodo para 
fabricar os conjugados descritos em cima, compreendendo: a 
reac5:c(o de uma mul ti pi i ci dade de pol inucle6tidos de cadeia 
simples, em que cada urn deles tern pelo menos cerca de 20 
nuclebtidos em comprimento e tem urn grupo -funcional em, ou 
proximo de um dos seus terminus^ que reage com grupos amino 
livres no pollmero, para formar um conjugado e emparelhandd 
complementarmente pol inucleCitidos de cadeia simples, aos 
polinuclebtidos de cadeia simples, conjugados com o pollmero para 
formar cadeias pendentes de DNA de cadeia dupla. 

Breve Descrigao das Fiquras 

A Figura 1 6 um grMico dos dados obtidos atrav^s dos 
testes descritos no Exemplo 1. 

A Figura 2 e 3 s^o reprodu^SJes do espectro CD descrito 
no Enemplo 3. 

A Figura 4 § um grMico comparando as capacidades de 
liga^^o do antisera do SLE As DNAs tendo tipos diferentes de 
conf igura5:ejes helicoidais. 

As Figuras 5-8 sSfo grSificos de dados obtidos noe 
testes descritos no Exemplo 5. 

Modos de ConcretizacSiQ do Invento 

□ componente do pollmero do conjugado biologicamente 
estavel, isto fe, ele exibe in vitro uma meia-vida de excre9^o de 
dias atfe meses- Estes polimeros sSfo tambfem substancialmente n^o 
imunogfenicos (isto eles exibem nenhuma ou apenas fraca 

i munogenei ci dade quando admi ni strados aos animais) e sS(o 
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const ituidos preterenci al mente por uma cadeia simples sint^tica 

de composi^^o de-Finida. Eles terS(o normalmente um peso molecular 

mfedio na ordem de cerca de 5.000 atfe cerca de 200.000, 

pref eri velmente 5.000 atfe 50.000. Exemplos de tais polimeros sSfo 

polieti lenogl icol , pol i-D-1 i sina, alcaol polivinilico, 

pol i vini Ipi rrol idona, imunoglobul inas, e D-EK. Os polimeros. 

preferidos parti cul armente s^o as D-EK's tendo um peso molecular 

de cerca de 5.000 atfe cerca de 50.000 e uma proporc^So molar E:K 

de aproximadamente 60:40. 

Os duplexes pol inucledtidos sint&ticos, que sc(o 

acoplados aos polimeros biologicamente estSiveis, sSfo compostos 

por, pelo menos, cerca de 20 bp, mais usalmente, pelo menos 30 

bp, tipicamente 30 - 250 bp, e pre-f eri vel mente 50 -150 bp 

Pref eri velmente, os duplexes Sc(o substancialmente homog^neos em 

comprimento; ou seja, a var ia^ao em comprimento na populagSfo nSio 

excederSi normalmente cerca de ± 207., pref eri velmente ±10%, do 

comprimento mfedio do duplex em pares de bases. Eles s^o tambfem, 

pref eri velmente, substancialmente homogfeneos na composigSfo de 

nucleGtidos; ou seja, a sua composi^^o de base n^o variar^ mais 

de cerca de 107.. Mais pref erencialmente, eles sSto inteiramente 

homogfeneos na sua composi^Sto de nuclefttidos. Em termos de 

composi^Slo, o sintfetico preferido ou dsDNA recombinante ^ 

constituido pref erencialmente por cadeias de unidades mer de 

repeti^SCo, compl ementarmente de 2 - 4 bases (isto 6, um dimero de 

repeti^Sio, trimeros ou tetraimeros) , tais como 

(AC) (dimero) 
' n 

(T6) 

n 

(TAC) (trimero) 
n' 
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\ 1 



J 



-I 



(ATG) 

n' 



<GCTA) (tetralmero) 
(CGAT) 



em que n, n' , en" bUq nCimeros inteiros seleccionados 
para -fornecer o nQmero desejado de pare© de bases. 
PolinucleGtidos constituidos de dimeros isom&ricos, por eMemplo, 
poli d(AC): poll d<GT) epoli d(AG)s pol i d<CT> sSto os mais 
pre-f eridos. 

Com base na interpreta^S(o do espectro dicrdico circular 
(CD), acredita-se que os duplexes, que sSto Citeis no invento, 
assumem uma estrutura helicoidal tipica B-DNA. Deveria ser 
entendido que n^o 6 intengiSto que o invento seja limitado por 
estas convic5;:5es e que os duplexes possam, ap6s an&lises mais 
conclusivas, assumir estruturas helicoidais tipicas de Z-DNA e/ou 
A-DNA. As hfelices de sentido dxrecto das formas de B-DNA, tendo 
pares de bases aproximadamente perpendiculares ao eixo 
longitudinal helicoidal dos outros dois tipos de helices de DNA, 
As estruturas helicoidais dos di-ferentes tipos de DNA podem ser 
caracterizadas pelo espectro dicroico circular (CD> . 0 espectro 
CD das -formas B de DNA exibe (1) bandas dicrfeicas positivas 
associadas com a helicidade de sentido di recto nas porpCies do 
espectro abaixo de. 250 nm, mas separadas das bandas dicrtoicas de 
comprimento de onda longo positivo superiores a 206 nm por urn 
minimo signif icati vo num comprimento de onda entre 240 e 260 nm, 
e (2) urn singelo pico nitido, superior a 250 nm, com urn salto 
azul m^ximo relative A m&xima vista no espectro das formas A do 
RNAj, e DNA e centrados num Comprimento de onda entre 270 e 290 
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nm. 



Por meio da compara^SC geral das outras duas -Formas 
helicoidais do DMA, o Z-DNA distinguido pela sua curva 

helicoidal estreita de sentido inverso com pares de bases nSto 
posicionados, simetricamente em volta do eixo helicoidal, e o A- 
DNA forma uma hfelice mais aberta de sentido directo, em que os 
pares de bases sS(o orientados obliquamente ao eixo helicoidal 
longitudinal e sS<o puxados para -fora do centro da h&lice. 

Estes duplexes polinucleotidicos podem ser sintetizados 
a partir do DNA nativo, ou sintetizado por tfecnicas quimicas ou 
recombinantes. O dsDNA, ocorrendo naturalmente ou produzido 
recombinantemente, de longo comprimento, pode ser purificado (por 
exemplo, enzimaticamente, quimicamente, ou por cisSfo mecdnica) e 
fraccionados (por exemplo, por gel de agarose ou coluna de 
Sephadex), para obter polinucleOtidos do comprimento desejado. 

Alternativamente, pares de cadeias pol inucleotidicas de 
cadeias simples e complementares, encadeados com atfe cerca de 70 
bases em comprimento, s8(o preparados rapidamente usando 
sintetizadores de DNA disponiveis comercialmeote, e depois 
emparelhados para formar duplexes pelos procedimentos 
J convencionais. Os dsDNA sint&ticos de comprimento longo podem ser 
obtidos por extensao enzim&tica (5' -f osf ori liza^ao seguida de 
ligapSco) das cadeias pequenas produzidas quimicamente. 

Os polinucle&tidos tambfem podem ser produzidas por 
clonagem molecular. Por exemplo, os ol igonucleOtidos de 
• comprimento e sequ§ncia desejada sao sintetizados como acima. 
Estes oligonuclebtidos podem ser concebidos para terem terminus 
apropriados para ligafKo em locais de restri^Sfo especifica. 
RepetlfOes mtiltiplas destes oligSmeros podem ser ligadas em fila 
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para promover as repl i cacjCJes de mCiltiplaB c6pias. As construgttes 
resultantes sS(o inseridas num vector de clonagem padr^o, e o 
vector § introduzido numa c^lula/microorganismo adequado, por 
trans-f ormagr^o, Os trans-f ormadoB Bc(o identi-f i cados por marcadores 
padrSfo e sS(o aumentados sob condiqpdes que -favorecem a replicagSfo 
do DNA. Ob polinucle6tidos podem ser i sol ados do outro DNA das 
cfelul as/mi croorganismos por tratamento com enzimas de restri^Sfo e 
f raccionamento de tamanho convencional <por exemplo, gel de 
agarose, colunas de Sephadex). 

Alternati vamente, os ol igonuclebtidos podem ser 
replicados pela tecnologia de reac^Sto em cadeia de polimerase 
(pCR) . Saiki, R. K. , e outros, Science (1988) 250 s 1550; Sacki , e 
outros, Science (1988) 239 ; 487s Sambrook, e outros, In Molecular 
Cloning Techni ques : A Laboratory Manual , vol. 12, p. 14, 1 - 14, 
35 Cold Spring Harbor Press (1989). 

Em contraste com os conjugados da indCistria anterior, 

cada duplex pol inucl eotidi co empregue no presente invento exxbe 

actividade de liga^Ko signif icati va com o SLE antisera- 

Pref eri velmente, eles Sc(o substancialmente homogdneos em 

comprimento. Neste aspecto, os polinucledjtidos da t&cnica 

anterior eram heterogfeneos em comprimento e constituidos por uma 

mistura de cadeias, sendo algumas ou todas elas pequenas demais 

para exibirem tal actividade- Os pol inucl e6tidos podem ser 

pesquisados quanto A actividade de ligagdco com o SLE antisera 

pelos ensaioB descritos nos exemplos. 0 ensaio Parr modif icado, 

em que a actividade de liga<;S(o pode ser expressa como I (a 

50 

concentra^cio pol inucl eot 1 di ca, em nucle6tidos molares, resultando 
em metade da inxbi^icio maxima) urn ensaio preferido. Os duplexes 



polinucleotidicos tendo urn I de menos do que cerca de SOOnM, 

50 

pr-e-f eri velmente menos de 50 nhj consider a-se que t^m actividade 
de ligaplto si gni f i cat i va e s^o, par isso, Dteis para o -fabrico 
das conjugados deste invento. 

□s polinuclecbtidos s§fo ligados ao polimero de uma 
maneira que preserva a sua actividade de liga^cto. Isto fe feito 
p*lo acoplamento do pol inuclebtido ao polimero num local prfe- 
determinado na cadeia pol i nucleotidica, de tal forma que o 
polinuclefotido -forma uma cadeia pendente, de pelo menos cerca de 
30 pares de bases medida desde o local de acoplamento at& ao fim 
livre (nSco ligado a nada) da cadeia. Em contraste, a t^cnica de 
acoplamento de gluteral deideo ensinada por Borel e outros, refere 
causas de acoplamento em locais aleatbrios, ao longo da cadeia, e 
ligafbes cruzadas, Assim, usando aquela tfecnica, cadeias maiores 
do que 20 pares de bases podem ser acopladas num local interm&dio 
na cadeia para formar cadeias pendentes de, substancialmente, 
menos do que 20 pares de bases em comprimento, ou as cadeias 
podem ser Juntamente acopladas para formar redes ligadas 
cruzadamente de tamanho indefinido. 

Pref eri velmente, os duplexes polinucleotidicos dos 
conjugados do invento sSto acoplados ou conjugados ao polimero num 
local em, ou prbximo de um dos seus extremes. VArias con juga^ibes 
estratfegicas est^o disponiveis para a liga^So dos 
oligonuclebtidos ao biopolimero. 0 pol inuclefttido pode ser 
acoplado ao polimero na extremidade 3' do polinucle6tido, via uma 
ponte morfolina, formada pela condensa^icto de uma ribose terminal 
3' oxidada numa das cadeias do pol inucle5tido, com um grupo amino 
livre no polimero, e depois sujeitando o aducto A condi$:ao de 




redu9:S(o, para -formar as liga<;Ges morfalinas. Tal acoplamento 
requer que o polimero tenha, pelo menos^ um nCimero igual de 
grupos amino livres (por exemplo, os grupos amino epsilon do D- 
EK) para o nttmero de duple>ies pol inucleotidicos para serem 
ligados ao polimero- A sintese de um tal conjugado conduzida em 
dois passos. 0 primeiro passo o acoplamento de uma cadeia de 
duplexes pol inucl eotidi cos ao polimero, via a reacgSfo de 
condenBa^;^o/redu;:Sto descrita atrAs. A ribose terminal 3' oxidada 
b formada na cadeia polinucleotidica simples, pelo tratamento da 
cadeia com periodato, para converter o grupo ribose terminal 3' 
num grupo ribose oxidado- 0 pol inucle6tido de cadeia simples ^ 
depois adicionado suavemente a uma solu^So aquosa do polimero de 
pH de cerca de • 6j,0 atfe 8^0, a 2 - 8*>C. A raz^o molar do 
pol inuclebtido para o polimero em todas as con jugagfifes 
estratfeglcas ser^ normalmente na ordem de cerca de 2:1 at6 cerca 
de 30:1, pref eri velmente cerca de 5:1 atfe 10:1. Durante ou depois 
da reac^Slo de condensa$:^D (normalmente o tempo de reactjSfo de 24 
atfe 48 horas), um agente de reac(;ao forte, tal como o 
cianoboroidrido de sbdio, & adicionado para -formar o grupo 
morfolino. A cadeia complementar do duplex depois adicionada ao 
conjugado, e a mistura fe aquecida e suavemente arrefecida para 
originar as cadeias para emparelhar. O conjugado pode ser 
purificado por cromatograf ia de permea^Sco em gel, 

Outra estratfegia envoi ve -forma^So de grupos funcionais 
aldeideos terminais nos ol igonucle6tidos, e usando os grupos 
funcionais para acoplar o ol igonucle&tido ao polimero, via os 
grupos amino existentes nesse local. Podem ser tiradas vantagens 
do facto de que o gem ;, os diois vi ci nai s , ligados A extremidade 
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3' do oligonucle6tido, podem ser oxidados com periodato de s6dio 
para produeir aldeideos que podem condensar — se com os grupos 
amino do polimero. Quando os diois se encontram num sistema de 
anel , por exemplo, um anel com 5 membros, o produto da 
condensa^SCo resultant© urn anel heterociclico contendo 

nitrogfenioj, por exemploj urn morfolino com seis membros ou anel 
piperidino. 0 produto da imino-condensa^i^o fe estabilizado pela 
redupao com um agents de redu^So adequado, por exemplo, 
boroidrido de s6dio ou cianoboroidrido de s6dio- Quando o diol 6 
aclclico, o produto de oxida9Sco resultante contem sd um aldeideo, 
e o produto da condensas:^o uma amina secundaria. 

A Bstratfegia do diol vicinal tambfem pode ser continuado 
por liga^bes 5' -terminal s. Isto completado pela -formagfto de 
derivados cianoeti If os-f oramidi tos de um grupo hidroxi terce&rio 
num triol, onde os grupos hidroxi restantes sS(o vicinais, por 
exemplo, 3,4-cis-diidroxi , l-hidroximetilciclo-pentano. Neste caso 
especifico, os grupos diidroxi vicinais estSo bloqueados com 
dimetilsilano, e o grupo diidroxi prim&rio 6 conseguido com 2- 
cianoetil-N,N-di isopropi Iclorof osf oramidito. □ derivado 

resultante § usado no Ultimo passo de sintese do ol igonucle6tido 
padrSfo, © transf orma-se no residuo 5" -terminal . Ap6s o 
desbloqueamento do ol igonuclebtido e remocpSfo do grupo 
dimetilsililo com o iSto fluorido, Ac.ido, ou base, o diol vicinal 
pode ser oxidado com periodato e condensado com grupos amino, 
como atrAs. Uma estratfegia similar pode ser seguida para os 
triois aciclicos para serem usados como ligantes 5' -terminals. 

□utro procedimento envoi ve a introdu^Sto de metades 
alquilamino ou al qui Isulf idri lo, quer dentro das extremidades 3' 



ou 5' do ol igonucle6tido, pela quimica de nuclebtidos apropriada, 
por exemplo, a quimica do -f osf orami dato. Os grupos nucleof J 1 icos 
podem depots ser usados para reagir com o grande exceeeo de 
reagente de cross-linking homobif uncional , por exemplo, dimetil 
suberimidato, no caeo de derivados al qui laminae, ou urn exceeeo de 
reagente de cross-linking heterobif uncional , por exemplo, ester 
de m-maleimidobenzoil-N-hidroxisuccinimida (MBS), ou succinimidil 
(4-iodoaceti 1 ) aminobenzoato (SIAB) , para os derivados 
alquilsulf idrilo. Uma vez removido o excesso do ligante de 
crusamento, os derivados ol igonucle6tidos vSfo reagir com grupos 
amino no polimero. 

Ainda outra estratfegia emprega nucle6sidos modificados, 
Derivados deoxinucle6sidos adequados podem ser incorporados, por 
quimica sint§tica de DNA padr^o, numa posi^Sfo desejada no 
ol igonucle6tido, pre-f eri velmente na extremidade 5' ou 3'. Estes 
derivados nucle6sidos podem reagir depois eepeci-fica e 
directamente com grupos alquiloamino no polimero. 
Al ternati vamente, reac^^bes secund^rias veri-ficadas com a quimica 
do dialdeideo quimico descrito atr&s, tal como a el imina^SCo-beta 
catalizada por aminas, podem estar envolvidas pela aplica$:^o de 
derivados nucle&sidos apropriados, como o terminus 3' da cadeia a 
ser ligada. Um exemplo disto & a extensSto 5'metileno da ribose; 
isto um grupo 5' (2-hidroxieti 1 ) em vez de um grupo 

SJhidroximetil . Uma alternativa seria usar um fosfonato ou uma 
liga^ao fosfinato para o dinuclefetido 3' terminal do 
ol igonucle5tido a ser ligado ao polimero. 

A capacidade dos conjugados para actuar como SLE 
geneticamente toler^vel e suprimir especif icamente a produ^Sto de 



anticarpos anti-dsDNA pode ser avaliada no modelo aiurino descrito 
nos exemplos. 

Os conjugados normalmente serSto formulados para 
adminxstrafSo por injEcc;ao (por ©Kemplo, intraperitonealmente, 
intramuscularmente, etc.). Consequentemente, eles serSo 
tipicamente combinados com portadores aquosos, -f armaceuticamente 
aceit^iveis tais como salina, solugSto de Ringer, solu^Sto dextrose, 
e outras, 0 conjugado normalmente constituirSt cerca de 0,01% at^ 
107. por peso da -f ormula^iSCo. O conjugado administrado a urn 
individuo em quantidades su-ficientes para, pelo menos, 
restabelecer parcialmente a tolercincia para os antig^nios 
causadores do SLE. Tais quantidades s§(o referidas aquiy por 
vezes, como quantidades "terapeuticamente eficazes", O regime de 
dosagem particular, isto fe, a dose, tempor iza(;Sfo e repetiggfo, 
dependerSfo do individuo em particular, e da sua histdbria mfedica 
individual. Normalmente serSi dada uma dose de cerca de 1 atS 1000 
pg de conjugado/Kg de peso corporal. Podem ser requeridas 
administra^ttes repetitivas podem ser requeridas para alcan^ar 
e/ou manter urn estado de imuno-tolerclncia. 

Ob seguintes exemplos ilustram poster i ormente o invento 
e as suas caracter i sti cas imprevistas relativas ^ indCustria 
anterior. Estes exemplos nS£o pretendem limitar, de forma alguma, 
o invento. 

Exemplo 1 

Teste do Conjugado do D-EK e dos Nucle&sidos 
Indi viduais 

Como indicado previamente, o desenvol vimento dos 




conjugados do invento foi precedido par testes que mostraram que 

OS conjugados do D-EK e dos nucletosidos individuals n^o toleravam 

a resposta anti-DNA no modelo murino para o SLE (ratos da esp&cie 

<NZB X NZW)F ) , 
1 

Foram obtidos bastantes D-EK foram obtidos da 

BioMakor/Yeda <Rehovet, Israel). Os seus pesos moleculares 

relatives foram padronizados contra proteinas globulares 

conhecidas por cromatograf xa de permea^Sto por gel HPLC, e o 

material foi dessal inizado e medido por di^lise exaustiva em 

! tubos "cutoff" de 25 Kd contra 0, IM K HPO , pH 9,5. 0 material 
^ 2 4 

foi depois dializado duas vezes contra ^gua. Este material 6 

guardado em tampSto com O, IM de K HPO , pH 9,5, a 4** C. Qs pesos 

2 4 

mbleculares mfedios dos produtos foram determinados por mStodos 
fisicos, incluindo equilibrio de sedimenta^SCo, PABE, e HPLC-BPC, 
e difusSto de baixo ^ngulo, e descobriu-se que era de, 
aproximadamente, 28.000. AminoSicidos analisados por hidrdlise 
Sicida mostraram que o copolimero tinha Sicido glut^mico 60% e 
lisina 40/.. 

J 

Os conjugados do D-EK e riboadenosina, riboguanosina, 
ribocitosina e ribotimidina foram essencialmente preparados como 
descrito em Eshar e outros, J. Imm. <1975) 114 :872. Uma mistura 
de partes iguais de cada urn destes conjugados (designados 
nucleosides D-EK) foi utilizada nos seguintes testes. 

Dois grupos de 6 ratos f§meas (NZB x NZW)F1 com 17 
semanas de idade foram injectados i.p., ou com um purgante sallno 
. ou 1 mg/rato de nucle6sido D-EK por dia durante tr^s dias. Sete 
dias mais tarde os ratos estavam a sangrar- Duas semanas mais 
tarde^ o tratamento foi repetido. Sete dias mais tarde os ratos 
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estavam a sangrar. D sera da primeira e segunda Sangrias foram 
testadas para anticorpos anti bsDNA utilizando o seguinte 
protocolo ELISA do antigfenio especi+ico. 

0 ssDNA 6 imobilizado em recipientes de pratos de 
poliestireno e reage com anticorpos no sera de lupus MRL 
(ipr/lpr> dos ratos. Os anticorpos anti-ssDNA sSo visualizados 
por adi^Ko de anticorpos ligados por enzimas especificos para os 
isotipos de imunoglobulinas ligados ao ssDNA no prato. A adisi^o 
subsequente do substrate de enzima resulta numa reac5:Slo de cor, 
que fe lida num espectro-f ot6metro. 

0 ssDNA 6 preparado a partir de dsDNA de timo de 
vitela. O dsDNA de timo de vitela, obtido comercialmente, fe 
tratado con, nuclease S-1, para obter dsDNA homogfeneo. 0 dsDNA 6 
fervido durante 5 min. num banho de Sgua, e arrefecido 
rapidamente num banho de gelo. Cada cozedura de ssDNA fe preparada 
imediatamente antes de ser usada na experiencia. 

Noventa e seis pratos de fundo liso do recipiente sSo 
expostoB & luz ultravioleta (UV>, durante a noite, num Steril 
Gard Hood, antes do uso. Os recipientes nos pratos sSto revestidos 
na vfespera a 40C com 100 pi de ssDNA, a uma concentra^Sto de 1 
pg/ml, num sal contendo 10 pg/ml de albumina metilada do soro 
boyino. Na manhS seguinte, os pratos s^o lavados uma vez, em 
fosfato salino dissolvido (PBS), e sSto depois bloqueados 
colocando 200 pi de albumina de soro bovino a 17. em PBS (PBSA) em 
cada recipiente, durante 45 min. a 37° C. Apis o bloqueio, os 
pratos s8ro lavados segunda vez em PBS e secados rSpidamente. 
Depois, 100 pi de dilui^ttes sferie de teste e controlo de sera, 
diluido em PBSA a 17. e contendo 0,5-/. de Tween-20, sSo colocados 




m\ recipientes apropri ados. Os pratos s§(o incubados durante 1 
hora a 37<* C. Depois estes s2(o lavados 5 vezes em PBS e secados 
rSipidamente^ seguindo-se a adi(;c(o de cem microlitros de anticorpo 
de fos-fatase alcalina de cabra conjugada anti-rato (IgG, A e M). 
Os pratos sc(o incubados durante outra hora a 37** C- Os pratos saio 
lavados 7 vezes em PBS e secados rapidamente. Depois, 50 pi de 
substrate de enzima 1-x adicionado, e os pratos s^o incubados 
& temper atura ambiente durante ^ hora. A reacc^Sto acaba pel a 
adi^i^o de 50 pi de fos-fato de hidrog&nio diss6dico, pH 8,6. O 
valor da densidade bptica a 550 nm determinado para cada 

recipiente com um espectrof otCimetro Titertek- 

Os dados sc(o mostrados na Figura !• Como se mostra, o 
nucle5sido D-EK n^o tem nenhum efeito detectAvel nos tltulos 
anti-ssDNA nos ratos, 

Exemplo 2 

Teste de Pol i nucle6tidos para a Actividade de LiqagSto 
com Ant i sera SLE . 

Em adi9:S(o aos pol i nucl e6t i dos usados nos conjugados do 
invento, v&rios outros DNA's foram preparados e testados quanto ^ 
sua actividade de liga^^So com antisera SLE, Estes testes, 
descritos em baixo, mostram que a reactividade dos 
pol inucle&tidos dos conjugados do .invento foi imprevislvel e 
inesper^vel • 

Vdrios pol inucle6tidos de cadeia simples e de cadeia 
dupla foram preparados por sintese quimica e, quando apropriado, 
eKtense(o enzim^tica e/ou emparel hagem. A sintese quimica de 
oligonucleotides -foi feita num Pharmacia Gene Assembler, 

20 



utilisando uma col una ajust^vel Cruachem, e quimica do fosfito 
trifester. A fase se)lida foi de cristais porosamente controlados 
de 500 angstrom que eram derivados com o apropriado 3'-ribo ou 
3'"deoxinucle6tido. Os ol igonucle6tidos foram purificados por 
diSilise simples. No caso de oligonucle6tidos de comprimento maior 
que 70 bases, cadeias individuals -foram f osf orilatadas usando ATP 
e quinase polinucleotidica rT4. Ap6s dessal inizaq:SCo numa coluna 
Pharmacia PDIO, as cadeias -f osf ori 1 atadas foram acopladas 
covalentemente utilizando ligase de DNA rT4p Todas as cadeias 
compartilham uma sequ^ncia final CATG 5' comum, que fornece um 
Cinico fim viscoso. Onde apropriado, cadeias simples foram 
emparelhadas para formar dsDNA. 

Dois ensaios foram empregues para determinar a ligagSCo 
dos pol inuclebtidos com lupus antisera: (1) urn ensaio Farr 
modificado, no qual o DNA radiomarcado precipitado da solu^ao 
ap5s estar ligado ao anticorpo, e (2) urn ELISA. Num molde, 25 pi 
de cada dilui^Sto anti-soro foi previamente preparada num sal Trie 
dissolvido (TBS, 0, 15M de NaCl , O.OIM de Tris, pH 7,5) contendo 
0,1 mg/ml de gama globulina humana- Estas foram diluidas com 125 

125 

pi de TBS, 50 pi de I-dsDNA (Diagnostics Products Corp., Los 

Angeles, CA) foram adicionados a cada amostra, e as amostras 

foram Incubadas a 37<» C durante ^ hora- Depois, 500 pi de 

(NH ) SO saturadb foram adicionados, a amostra foi incubada a 4* 
4 2 4 

C durante 15 min- e centrif ugada. A radioacti vidade do 
sobrenadante foi medida num contador gama. A deplec^do da 
radioacti vidade do sobrenadante foi uma medida directa da 
concentra^Sto de anticorpo na solu^&o. No ELISA, os recipientes 

dos pratos foram revest i dos a 4<* C com 100 pi de dsDNA a 10 pg/ml 
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em solu«;c(o salina^ contendo 10 pg/ml de BSA metilatado. Os 
recipientes foram lavados com PBS e depois bloqueados colocando 
200 pi de BSA a 1'/. em PBS (PBSA) , em cada recipients, durante 45 
min. a 37** C. Os pratos -foram de novo lavados com PBS. Depois, 
100 pi de sera de teste diluido em PBSA a 17., contendo Tween 20 a 
0,5%, foram adicionados. Para estudos de inibi^cto, o inibidor 
<por exemplo, urn pol inucle5tido) tambfem foi adicionado- Os pratos 
•fioram depois incubados 1 hora a 37« C e lavados com PBS. 
Anticorpo de cabra marcado com fos-fatase alcalina, 100 pl/c^lula, 
foi adicionado e os pratos incubados durante outra hora a 37* C. 
Os pratos foram depois lavados, o substrate foi adicionado, e os 
pratos foram incubados numa estufa durante ^ hora. A reacfSo foi 

: • % 

parada pela adif^o de fosfato de hidrog^hio dissC)dico e os pratos 

i 

foram lidos com urn espectrof otftmetro. : 

As tabelas 1 e 2 apresentam, a seguir, respecti vamente, 
v&rios polinucleitidos de cadeia simples e pol inuclefttidos de 
cadeia dupla; que ng(o inibem signif icati^vamente o dsDNA, ligados 
por auto-ant icorpos SLE nestes testes. 

TABELA 1 



HOMOPOLIMERQS NUCLEOTIDICOS DE CADEIA SIMPLES QUE ABAIXO DE 
SOOnM NRO IN IB I Ah SIBN IF ICATI VAMENTE 0 dsDNA LI6AD0S A MURINA 
(MRL) QU AUTO-ANT I CQRPQS SLE HUMANQS 

composi^So n-mer composiqjSfo n-mer 

A. Hbmopurinas 

poli d(G)n 1219 * poll d<A)n 390 * 

350 * 60 

32 32 

22 22 

12 12 

6 6 . 



B. Homopirimidinas 

poli d<C)n 329 « poli d<T)n 229 

60 60 
30 30 
24 22 
22 6 
12 3 
6 
3 

t Enzim&ticamente . sintetizada, utilizando polimerase rT4 DNA. 
Porque os pesos moleculares sSo uma dietribui^ato, os valores de n 
para os oligbmeros sintetizados enzimati camente constituent urn 
nCtmero m&dio do peso, estimado a partir do valor Sm,20 de cada. 



TABELft 2 

EXEMPLOS DE DUPLEXES OLIGONUCLEQTIDOS ATE 32 PftRES DE BASES QUE 
ABAIXO DE 500 nM NftO INIBIAM SIBNIFICATIVAWENTE A LIBflCBQ DO 
dsDNA A MURINA (MRL) QU ANT I SERA SLE HUMANQ 

A. HOMOPOLIMEROS 

Regular 

Exemplost CA3 s CT3 , CQ3 : CCD ,CID t CC3 

30 30 25 25 20 20 

B. HETEROPOLIMEROS 

1 . Auto-al inhamento 

Exemplo: CB3 -CAD -CCD : CGD -CTD -CCD 
2 10 2 2 10 2 

2. Dtmeros de repeticao 

Exemploss CAT3 ! CATD , CACD ! CBTD 

16 16 10 10 

3. Trlmeros de repeticao 

Exemplos: CTTCD : CGAA3 , CTTB3 t CCAAD 
8 8 8 8 

4. Tetratmeros de repeticao 

I Exemplo: CACGTD : CACGTD 

6 6 



TABELA 3 



I — 



EXEMPLQS DE DUPL EXES QLI6QNUCLEQTID0S QUE ABAIXQ DE 500 nM <I 
HSnSL — que 500 nM ) INIBIAM SIGNIFICATIVAMENTE A LIBACftO PQ dsDNA 
AO SQRQ HUM AND SLE E AO SQRQ DA MURIWA <MR1 ) 



Cofl)posi^S(o 



n Mai or que 



d(AC> 


:d <TG) 


20 


n 

d<AT> 


n 

sd<TA) 


20 


n 

d(IC> 


n 

:d(CI) 


20 


n 

.d(AC) 


n 

:d<TG> 


20 


n 

d(AG) 


n 

:d<TC) 


20 


n 

d<ATC> 


n 

:d(eAT> 


15 


n 

d(TAC> 


n 

5d(BTA) 


15 


n 


n 




Exemplo 3 





Comprimento do Oligdmero 

40 ou maior 
40 ou maior 
40 ou maior 
40 ou maior 
40 ou maior 
45 ou maior 
45 ou maior 



em 



Correla<F£(o da Actividade de Lia acao com o Espectro CD 
As medidas espectrais do CD -foram concretlzadas 
poll (AT) s poli(AT) de cerca de 228 bp em comprimento <por exemplo 
de A-DNA), poli(BC)s poli(GC) de aproximadamente 330 bp em 
comprimento (por exemplo, de Z-DNA), esperma de salmSfo DNA de 
comprimento. mfedio maior que 1200 bp (urn exemplo do DNA nativo com 
um tipo B-DNA com conf igura^ao helicoidal) e o duplex 
<AC)_^^:{TG)^^ acima descrito. Ensaios de ligasiSCo do antisera SLE 

nestes oligonucle6tidoB e no DNA foram concretizados utilizando o 
ensaio Farr modi-ficado como atrfts. 

TodoB OS DNA's e oligonucle6tidos foram dissolvidos em 
dissolvents padrSo (O, 15M de NaCl , 0, IM de citrato de sfldio, pH 
7,0), e as suas relativas capacidades para ligar ao sera H-SLE 
auto-imune foram comparadas &s suas capacidades respectivas para 
absorver a luz monocrom&ti ca polarizada circularmente A esquerda 
e & direita (espectroscopi a CD). Os dados serolfigicos sKo 
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expressos como a capacidade para inibir a liga^Sco do dsDNA ao 
sera; o espectro apresentado como uma elipticidade molar por 
residue nucledtidos 

Zei = 100/c.L. 

onde e fe a elipticidade observada em graus, L 6 o comprimento do 
encaminhamento na cfelula em cm, e c & a concentra?§to em moles de 

nucle6tidos por litro. 

A Figura 2 mostra o espectro CD do poli<AT): poli<AT)- 
^ A Figura 3 mostra o espectro CD do poli(GC): poli(GC) 

<linha a cheio interrompida com circulos a cheio) , o esperma de 

; salmSto DNA <linha tracejada) , e o duplex <AC) : (TG) <linha 

30 , 30 

continua a cheio) • 

A Figura 4 mostra as capacidades relativas das 
di-ferentes formas de DNA para ligar ao antisera SLE. Como fe 
mostrado, o DNA tipo B sintfetico tem reactividade similar ao DNA 
tipo B (foi utilizado o timo DNA de vitela), e reactividade 
substancialmente maior que qualquer DNA tipo A ou tipo Z. (0 tipo 
helicoidal foi caracterizado pelo espectro CD e, como indicado em 
cima, pode nSto ser conclusivo.) 
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Exemplo 4 

Slntese do Conjuqado D-EK do (AO : <TG) 

30 30 

Com base na actividade de liga^Sto e estabil idade, a 

duplex (AC) : (TG) descrito acima foi seleccionado para 

30 30 

estudos de tolerdncia genfetica- Urn conjugado deste duplex e urn 
copolimero D-EK foi preparado utilizando o procedimento de 
slntese preferido, em cima delineado. Seguem-se os detalhes desta 
sintese- 
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Dlimero D-EK, B:L mol com umlr rel agrSto de 60:40, 

MW = 30.000 daltons foi preparado a partir do material obtido 
med 

da BioMakor, Rehovet, Israel. Este copollmero -foi dializado 

contra 0, IM de KHCO , pH 9,5, em tubos de di&lise com urn grau de 

3 

admissS(o de peso molecular de 25.000 daltons, para uma 

concentra^cto final de 20 mg/ml , como determinado pela absorvetncia 

a 220 nm numa cuvete de 1 cm, em que: 

A (30.000 mg/nmol ) 

220 

D-EK mg/ml = 

< 168. 000 mL/cm nmol) 

0 (AC) foi sintetizado num sintetiaador DNA e 

30 

I 

dializado contra ^gua desionizada em tubos de di&lise com urn grau 
de admissSco de peso molecular de 12.000 - 14.000 daltons. A 
solufS(o resultante & ajustada para uma concentra^Sto final de 35 
mg/ml, como determinado pela absorv^ncia a 260 nm numa cuvete de 1 
cm, em que 

A <18. 106 mg/nmol ) 

260 

* (AC) mg/ml = 

30 

(458.160 mL/cm nmol) 

Uma solu^Ko aquosa de periodato de s6dio, 0, IM, e Agua 

_j foi adicionada ao (AC) para dar uma reacgiSto de mistura com urn 

30 

excesso molar de 5:1 do periodato para o DNA. A mistura foi bem 
agitada e depois colocada a 40 C durante 15 min.. 0 excesso de 
periodato foi entSco precipitado pela adi^Sco de um excesso de 
cloreto de potSissio e o precipitado foi removido por 
centrif uga^Sto. 

Uma S0IU9S0 de D-EK e ci anoboroi dr ido de sOdio foi 
pipetada num vaso de reac5:g(o de pol ipropi leno e o pH foi ajustado 

entre 6,0 e 8,0. 0 (AC) oxidado foi adicionado gota-a-gota ao 

30 

D-EP< numa rela^gto de peso de 6,035:1 (rela(?S(o molar de conjuga9^o 
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de 10:1), com agita(;^o vigorosa durante 24 - 4B horas a 4<»C- Apds 

condensa^c(o, -foi adiccionado boroidrido de s6dio s51ido A mistura 

da reac9:Slo, com agitat^^o, atfe ser atingida uma concentrat^Sfo final 

de 1,0 mg/ml . 0 vaso da reac^icto foi mais ou menos encapsulado e 

deiKou-se ficar, sem ser agitado, durante, pelo menos, 30 min,. A 

mistura da reac^So foi depois transferida para os tubos de 

di&lise com urn grau de admissS(o de 50.000 daltons e foi dializada 

extensi vamente contra 0,2M de citrato de s6dio, pH 5,0, a 4^ C. 

Q conjugado foi depois purificado numa coluna 

cromatogrAf ica de permea^rSto de gel Sephacryl S-200, em 0,2M de 

fosfato de s6dio, 0,5M de cloreto de sddio, pH 7,2. As frac^6es 

foram analizadas quanto A concentra^Sto de ol igonucledtidos por 

OD , e quanto A concentra^SCo de D-EK por um ensaio de sulfunato 
260 

de trini trobenzeno <Albers, R. W. , e outros, Analyt Biochem 
(1983) 137:4 37-443) . A separa^Slo do conjugado do ol igonucledtido 
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Livre foi determinada por uma P-quinase rotulada de 5'hidroxil 
ha cadeia ol igonucleotldica, seguida por uma poliacrilamida a 
10%, 8M de gel sequenciando ureia, e autoradi ograf i a. 0 gel foi 
cortado e contado num contador beta de cintila(;§fo liquida, e 
essas frac^bes exibindo > de pureza foram agrupadas e 

dializadas contra 0,01M de citrato de s6dio, O, 15M de cloreto de 
s6dio, pH 7,0 (dissolvente de formula?S(o) em prepara^Sfo para 
emparelhagem. 

0 (TG> foi preparado como. descrito em cima e 
30 

dializado contra o dissolvente de formula^Sfo, da mesma maneira 

que o <AC) . A concentra^c(o molar de nucle6tidos (MNC) do (TG> 

30 30 

foi determinada pel a medi^Sto da absorv^ncia a 260 nm numa cuvete 

de 1 cm; 

MNC (TG) = A /(9164 mL/cm mmol ) 

30 260 nm 



0 MNC do conjugado do (AC) -D-EK -Foi determinado pel a 

30 

medi^^o da absorv^ncia da solu^icCo dializada a 260 nm: 

MNC (AC) "D-EK = A /(7636 mL/cm mmol) 

30 260 nm 



0 (TG) foi depois emparelhado com o conjugado do 
30 

(AC) -D-EK como se segue. Urn MNC do (TG) igual foi adicionado 
30 30 

ao reagents de limita^rSto do (AC) -D-EK num recipients de 

30 

propileno ou de vidro. A mistura foi aquecida atfe > 95** C num 
banho de &gua, que foi mantido entre 95** C e 98** C durante 10 
min-- A sol u^cto foi depois suavemente arrefecida A temperatura 

• ambiente a uma taxa < iO**/hora- 

O produto emparelhado dializado contra o dissolvente 
de formula^cio em tubos de diSlise com um grau de admiss^o de peso 
molecular de 50.000 daltons. Ap£}s dicilise extensiva, o conjugado 
final b filtrado ester ilmente atrav&s de uma membrana de 0,22 pm. 

- E caracterizado por espectroscopia UV, cr omatograf i a liquida com 
gel de permea^^o de alta resolu^cCo, electrof or^se com gel 
pol iacri lamida e termografia antes do enchimento estferil. 

Exemplo 5 

Teste dos Conjugados do (TG) 30: (AC) -D-EK como urn 

30 30 

Toleragfenio 

□ conjugado do (TG) : (AC) -D-EK, descrito acima, foi 

30 30 

testado no modelo murino liRL (Ipr/lpr) para o SLE humano. Urn 
defeito gen^tico nesta espfecie de rato conduz a hiperprol if eragSfo 
de cfelulas auxiliares T que, em todas as possibi 1 idades, 
participam em di f erenci atpSto autoreactiva das cfelulas B. Estes 
resultados em secre^cCo de anticorpos para o DNA, bem como uma 
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pletora de outros anticorpos. Como indicado previamente, os 
anticorpos para o dsDNA sSto um contrast© do SLE humano e a sua 
presen^ia correlaciona-se bem com a severidade da doen^a e a 
patologia renal nos seres humanos. 

0 conjugado -foi dilufdo numa solu(;Slo salina atfe ^ 
concentraf S(o desejada, para injecc^Sfo i.p. nos ratos. Foram usados 
quatrogrupos de cinco ratos com 12 a 14 semanas d© idade cada. Os 
'ratos sangraram na manhSt do dia 1 e foram injectados de tarde- 
Consequentemente, os ratos sangraram de manhS( e foram injectados 
de tarde cada semana, durante mais cinco semanas. Nas semanas 6 e 
7 OS ratos apenas sangraram. 0 Grupo 1 (controlo) foi injectado 
com 0,3 mg de copolimero D-EK/semana/rato; o Brupo 2, com 0,1 mg 
do con jugado/semana/rato; o Brupo 3, com 0,3 mg do 
con jugado/semana/rato; e o Grupo 4, com 1,0 mg do 
con jugado/semana/rato. 

As amostras de plasma retiradas dos ratos foram 
diluidas 1:10 e 1:50 em dissolvente Tris (0, IM, pH 7,4) e usadas 

3 

no ensaio Farr modificado descrito em cima, usando H-dsDNA em 
125 

ves de I-dsDNA para determinar a titula^Sto do anticorpo anti- 

dsDNA das amostras. Os dados abtidos no ensaio Farr modificado 
foram convertidos em capacidade de liga^cfo do antig^nio e estSTo 
tragrados na Figura 5 (o conjugado designado por LJP-105) • 

Quatro semanas depois do fim do tratamento, dois ratos 
de cada grupo e ainda um rato do grupo de controlo foram 
sacrif icados, e os nlveis de secre<;ao de anticorpos anti-dsDNA em 
cada grupo foram determinados numa cfelula do ba^o por ELISA onde 
6 4 

1 K 10 atfe 1,5 X 10 c^lulas do ba^o em dilui^C^es duplas foram 
colocadas em cada c&lula. Os resultados desses testes s^o 
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relatados na Figura 6. 

Uma experi^ncia do conjugado foi tambfem realizada em 
ratos MRL mais velhos, cam 22 a 24 semanas. De novo, os ratos 
-foram doseados por i.p. uma vez por semana, durante quatro 
semanas. Os niveis serol5gicos de anti-dsDNA foram determinados 
ap&s urn m§s de tratamento, e foram comparados aos valores antes 
da Sangria obtidos no inicio. Esses dados, expressos como uma 
mudan^a percentual em capacidade de liga^^Co do antig^nio (ABC) 
para ratos individuals, s2(o mostrados na Figura 7- A Figura 7a 
mostra os dados mfedios desses testes. A variabi 1 idade nos ratos 
por grupo de dosagem (conjugado: 0,01ji 0,1, 0,3 e 1,0 mg/rato; os 
ratos de control o recebiam uma mistura do polimero portador e do 
Sicido nucleico inconjugado substitute) reflecte as mortes durante 
a experi§ncia. 

Os dados do ensaio das cdlulas do ba^o da experi^ncia 
terap^utica sSto apresentados na Figura 8, demonstrando de novo 
uma diferenfa signif icati va entre os ratos de controlo e os 
liratados com conjugado, e confirmam os resultados serol6gicos 
prfevios. Como experi^ncia de controlo, mostrou-se que o dsDNA 
solCivel inibia o ensaio das cfelulas do ba5:o. Adici onalmente, 
adicionando as c&lulas do ba^o de animals tratados com 
polinucle6tidos ^s cfelulas de controlo do ba^o, nSto decresciam de 
c6r; de prefer6ncia, o efeito foi aditivo, determinando assim que 
aquele conjugado da c&lula limite tenha inibido o ensaio. 

Finalmente, mostrou-se que o conjugado pode ser eficaz 
por via i.p, i.m, ou i.v,. Ratos fSmeas MRL, com vinte e duas 
semanas, foram doseados com 0, 1 mg de conjugado por semana 
durante quatro semanas, e medida a variaq^tro percentual na 



capacidade de liga^Slo antigfenica para anti-dsDNA. Enquanto os 
ratos de controla ng(o incrementaram tanto como se tinha vista com 
outras experi^ncias, houve signif icati vamente maiores tltulos de 
anti-dsDNA nos ratos doseados subcutiSineamente, por um lado, e os 
ratos doseados com o outro conjugado por via i-p, i.m, ou i.v., 
por outro- 

Exemplo 6 

Este exemplo i lustra os procedimentos alternativos para 

•fazer o conjugado (AC) : (TG> -D-EK- 

30 30 

Clongagem de 60 mers 

A clonagem molecular fe utilizada para fazer 60 mers 

segundo o seguinte protocolo. Um 64-mer, consistindo na sequ^ncia 

5'AATTC <BT) G3' e um segundo 64-mer de sequ^ncia 5'TCGAC 
29 

(AC) G3' bUo sintetizados e f osf orilados par m^todos padrSo. Os 
29 

olig6meros s2(o misturados em rela^jGes molares iguais, e 

arrefecidos suavemente para permitir formafSto dupla e a 

ocorrencia de ol igomeriza^ao. As sali^ncias dos oligdmeros sSfo 

emparelhadas devido A sobreposicpSto de 4 bases do primeiro 

oligbmero, criando um local EcoRI, e a segunda sali^ncia criando 

um local posi^Sto Sail (a mesma que o local Hindi). Ap6s 

arref ecimento vagaroso, a mistura fe ligada por m&todos padrSfo 

para formar um olig&mero de 60 unidades mer ligadas, 

covalentemente separadas, tanto por uma posi^Slo EcoRI ou por uma 

Sail.. A mistura oligomferica ligada num pUC19, que -foi 

previamente digerido com EcoRI e Sail. A mistura de ligat^Sfo ^ 
introduzida no JM107 de E- Col i , por trans-f orma^^o. 
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Col6nias resistentes de Ampicilina sS(o apanhadas, 
desenvolvidas e isoladas do plasmideo DNA, O tamanho de inser^^o 
& determinado digestS(Q com restri^^o. □ clone desejado tem Lima 
inser^iSto que compreende, pelo menos, metade do plasmideo ou > 50, 
60 unidades mer. 

0 clone resultant© est^ desenvolvido em larga escala e 
isolado do plasmideo, 0 plasmideo digerido com EcoRI e Hindi 
para libertar 60 mer com uma sali^ncia EcoRI de 4 bases e urn fim 
brusco no extremo oposto e gerado pelo Hindi. Os oligbmeros s^o 
purificados e emparelhados com o D-EK que tem o oligOmero de 4 
bases 3'TTAA-P com um fosfato 5' covalentemente ligado ao D-EK 
J atravfes do 3''T. Os 60 mers bUo emparelhados e ligados 
covalentemente ao D-EK/TTAA por ligase. 

ProducgCo PGR de 60 mer 

A reac^Sto em cadeia da polimerase & utilizada para 
sintetizar 60 mers para acoplar ao D-EK, pelos m&todos descritos 
nas referenclas acima citadas, 

Em resume, o (QT) & quimicamente sintetizado com 

30 

pequenas sequ^ncias aleatbrias tais como GACT e CTBA, no extremo 

_) S^e 3' do <GT> , respect ivamente (como ilustrado a seguir). As 

30 

pequenas sequ^ncias aleatdrias sSfo suf icientemente longas para 
assegurar registos caracteristicos do "primer" para o modelo. 0 
"primer" contfem a sequ^ncia da sequ^ncia aleat6ria, mais vSirias 
repeti^5es extra do GT como necess&rio para a estabilidade na 
reac^So de emparelhagem. Um dos "primers" tamb^m tem uma base 
extra modi-ficada no fim 5', que permite acoplagem quimica ao D- 
EK. 
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A reac<^^o PGR fe realizada durante, pelo menos, 20 
ciclos segundo os mfetodos citados em cima- Os olig6meros 
produsidos por PGR s^o purificados por cromatograf ia, tal como o 
HPLG, e depois conjugado para o D-EK por urn dos procedimentos 
acima descritos. 

"PRIMER" 1: (GA)"GAGT5' 
MODELO 1: 5' *NGACT" <GT) -CTGA3' 

"PRIMER" 2: 5'*GACT-(GT) 
MODELO 2: S'CTGA-CCA) -TAGG5' 

*N = base modi-ficada para acoplamento ao D-EK 
REIVINDICACOES 

1- Urn conjugado de (a) urn polimero biologicamente est^vel, e 
(b) uma multiplicidade de duplexes pol inucleotidicos de, pelo 
menos, 20 pares de base, cada urn ligado ao polimero, 
caracterisado pelo facto de os referidos duplexes possuirem, cada 
uma ligada, uma actividade de liga^gto signif icati va para os auto- 
-anticorpos anti-DNA de cadeia dupla do lupus eritematoso 
sist&mlco humano, 

2- Urn conjugado, conforme reivindicado na rei Vindi cafSfo 1, 
caracterizado pelo facto de o polimero biologicamente estAvel ser 
urn copollmero de Acido D-glut^mico (E) e D-lisina (K) tendo urn 
peso molecular de cerca de 5.000 a cer ca de 50.000 e uma 
Fjropor^^o de moles E:K de, aproximadamente, 60:40. 



3- Um conjugado, conforme reivindicado na reivindica^igto 1 ou 
2, caracterizado pelo -facto de os duplexes serem substancialmente 
homog^neos em comprimento. 

4" Um, conjugado, con-forme reivindicado na rei vindica^^o 3, 
caracterizado pelo facto de os duplexes serem substancialmente 
homog^neos na composic^Sfo nucleoti dica. 

5" Um conjugado, conforme reivindicado nas rei vindica^ttes 1, 
2, 3 ou 4, caracterizado pelo facto de os duplexes terem de 30 a 
; 250 pb em comprimento. 

6" Um conjugado, conforme reivindicado nas rei vindica^ttes 1, 
2, 3, 4 ou 5, caracterizado pelo facto de os duplexes serem 
ligados ao polimero na, ou proximo de uma das suas extremi dades. 

7- Um conjugado, conforme reivindicado na rei vindicajr^o 6, 
caracterizado pelo facto de os duplexes serem ligados ao polimero 
atravfes de uma reac$:S(o entre um grupo funcional em, ou prdximo do 
terminus de uma cadeia do duplex *e dos grupos amino livres no 
polimero, 

8- Um conjugado, conforme reivindicado nas reivindica^Cfes 1, 
2, 3, 4, 5, 6 ou 7, caracterizado pelo facto de os duplexes 
polinucleotidicos serem compostos de uni dades mer de repetigSfo 
complementares, de 2 a 4 bases diferentes. 

9- Um conjugado, conforme reivindicado na rei vindicagSfo 8, 
caracterizado pelo facto de os duplexes polinucleotidicos serem: 

poll d<QC)apoli d(CO); poli d(AT):poli d<TA); 
poli d<IC):poli d(CP>; poli d(AC)8poll d<TG); ou 
poli d(AG)5poli d(TC). 

10" Um conjugado, conforme reivindicado na rei vindica^ao 1 
ou 2, caracterizado pelo facto de o duplex pol inucleotidico ser 



(AC) : (TG) 

30 30 



11- Uma composi^Sla f armac^ut i ca para tratamento do lupusj, 
compreendendo o conjugado das rei vindica^CJes 1, 2, 3^ 4, 5, 6, 7j, 
8, 9, ou 10, caracterizada pelo facto de ser formulada com urn 
veiculo inject^vel, f armaceuticamente aceitAvel. 

12- Urn polinuclebtido de cadeia simples de, pelo menos, 20 
bases, possuindo urn grupo funcional em, ou pr6ximo de urn dos seus 
terminus que ' reagir^ com urn grupo amino livre, quando 
emparelhado com urn pol inuclebtido de cadeia simples complementar , 
caracterizado pelo facto de possuir uma actividade de liga^^o 
Bignif icativa quanto aos auto-anticorpos anti-DNA de cadeia dupla 
do lupus sistfemico humano- 

13- Urn polinucle6tido de cadeia simples, conforme 
relvindicado na rei vindica^SCo 12, caracterizado pelo facto de ser 
constituido de uma unidade mer de repetigSco, de 2 a 4 bases 
dif erentes. 

14" Um m^todo para a obten<;Sfo do congujado da reivindica^So 
1, caracterizado pelo facto de compreender: 

(a) a reac^ao de uma mul tipl icidade de pol inucleGtidos 
de cadeia simples, de, pelo menos 20 pares de base, cada urn dos 
quais possui urn grupo funcional amino-reacti vo em, ou prdximo dos 
seus terminus, formando os grupos amino livres, no polimero, um 
conjugado, 

(b) o emparelhamento de pol inucle6tidos de cadeia 
simples complementares com os pol inucle6tidos de cadeia simples 
conjugados com o polimero, para formar cadeia pares do DNA de 
cadeia dupla. 
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FIG. I 



Incapacidade do Nucle6sido do D-EK para Tolerar anti-ssDNA 
EM Ratos (NZB x NZW)F1 [_] Controlo Salino 
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Ratos fimeas (NZB x NZW)F1, com 17 semanas de idade, 
tratados em tr§s dies sucessivos com Img/rato de 
nucledsido D-EK, sangrados 7 dies depois (19,), des- 
cansados durante dues semanas, e tratados de novo 
trSs vezes com Img/rato de nucleoside D-EK, e sen- 
rados de novo 7 dias depois. Tanto o 12. como o 29. 
grupos de sera foram testados quanto a quantidade de 
anti-ssDNA por ELISA. Qs dados representam a midia e 
0 desvio padrao dos 6 ratos em cada grupo. 
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FIG. 4 



INIBIQAO DO SORO II-SLE DE LIGAQAO AO 3Ii-DNA POR VARIAS CADEIAS OUPLAS DE DNA 
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FIG. 5 
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FIG. 6 



INDUCAO DA TOLERANCIA PELO LJP-105 

Anticorpos Anti-dsDNA em Celulas MRL Cultivadas 
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FIG. 7 



EXPERIENCIA TERAPEUTICA DO LJP>105 

Ratos MRL doseados 4 vezes durante 4 Semanas 
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FIG. 7A 
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ENSAIO DA CELULA 00 BAQO MURINO 
Experi§nc±a Terap§utica (05) 



FIG. 8 
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Dose LJP-105 
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ELISA trti-dsDNA 



"PROCESso DE prepara?:ao de conjugados de polimeros e 

POLINUCLEOTIDOS BIOLOGICAMENTE ESTAVEIS PARA 0 TRATAMENTO DO 

LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO" 



Esta inven9ao refere-se a um processo para^^ o fabrico de 
conjugados de polimeros biologicamente estAveis,; e DNA de cadeia 
dupla, que sSo toler^veis geneticamente ao lupus eritematoso 
sist6mico humano (SLE), no qual (1) polinucle6tidos de cadeias 
simples de, pelo menos, cerca de 20 bases em cpmprimento, no qual 
cada um tem um grupo funcional amino-reactivo em, ou prdximo de 
um dos seus terminals, e no qual cada \m, quando hibridizado com 
um polinucle6tido de cadeia simples, forma um duplex que possui 
uma actividade de ligagrao significativa para os anticorpos anti- 
-dsDNA SLE, reagem com polimeros biologicamente estAveis 
possuindo grupos amino livres para formar um conjugado, e (2) 
hibridizag:ao complementarmente de polinucle6tidos de cadeia 
simples a polinucledtidos de cadeia simples conjugados com o 
polimero, para formar cadeias pendentes de DNA de cadeia dupla. 



Abstract for PT 96503 from Derwent File. 



Abstract (Basic): EP 438259 A 

Conjugate (I) comprises a) a biologically stable polymer, b) 
polynucleotide (PN) duplexes of at least 20 base pairs each bound to 
the polymer. The duplexes each have binding activity for human systemic 
lupus erythematosus anti-ds DNA autoantibodies (HSLEA). Pref. (a) is a 
copolymer of D-glutamic acid and D-lysine and has mol. wt. 5000-50000. 
(b) is esp. (AC)30:(TG)30. Also new is a single stranded (SS) PN of at 
least 20 bases having a functional gp. near 1 or its termini that will 
react with a free amino gp. and which when annealed to a complementary 
SSPN has a binding activity for HSLEA. Dosage is 1-1000 micro g/kg. 

USE/ADVANTAGE - Tolerogen for the autoimmune disease SLE. useful 
in the specific treatment of the disease. (23pp Dwg.No.0/8) 
Abstract (Equivalent): EP 438259 B 

A conjugate of (a) a biologically stable polymer and (b) a 
multiplicity of substantially homogeneous polynucleotide duplexes of at 
least about 20 base pairs each bound to the polymer at or proximate one 
of their ends, said duplexes each having a significant binding activity 
for human systemic lupus erythematosus anti-dsDNA autoantibodies. 

(Dwg.0/8) 
Abstract (Equivalent): US 5162515 A 

Single stranded polynucleotide comprises at least about 30 base 
units, pref with a repeating monomer unit contg. 2-4 different bases, 
with a functional gp. at or near one end of the chain which can react - 
with free amine gps.; and on annealing this single stranded 
polynucleotide with a complementary single stranded polynucelotide, a 
B-DNA type of helical structure is obtd., having binding activity for 
human systemic lupus anti-dsDNA autoantibodies. 

USE - The prods, form stable conjugates with copolymer of 
D-glutamic acid and D-lysine, which are therapeutics for the autoimmune 
disease systemic lupus erythematosus. 

(Dwg.0/8) 
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